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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Marty Gawet zatytutowanej , Zastosowanie chromatografii cieczowej

sprzezonej z roznymi trybami detekcji do oznaczania wybranych matoczasteczkowych zwigzkdéw siarki”

Praca doktorska mgr Marty Gawet ,Zastosowanie chromatografii cieczowej sprzezonej z réznymi
trybami detekcji do oznaczania wybranych matoczgsteczkowych zwigzkéw siarki” zostata
zrealizowana w Katedrze Chemii Srodowiska Wydziatu Chemii Uniwersytetu tédzkiego. Rozprawa
zostata przygotowana pod promotorstwem prof. dr hab. Rafata Gtowackiego oraz dr hab. Justyny
Piechockiej, prof. Ut., w zespole zajmujgcym sie tematyka analityki prébek biologicznych, ze
szczegbélnym uwzglednieniem etapu przygotowania prébki oraz zastosowania techniki HPLC. Za cel
pracy Doktorantka postawita opracowanie procedur analitycznych, stuzgcych do oznaczania zwigzkéw
siarki (zwtaszcza HPPTCA) w prébkach ptyndéw biologicznych oraz owocoéw. Istnieje niewiele narzedzi
analitycznych stuzgcych do oznaczania wyzej wymienionych zwigzkéw w tego typu prébkach.
Ponadto chemizm i znaczenie zwigzkédw z grupy tioli w uktadach biologicznych jest jeszcze
niecatkowicie poznany. Wybrana tematyka badawcza i postawione cele badawcze sg zatem trafne i

istotne.

Doktorantka stawia cztery cele szczegdtowe, dzieki realizacji ktdrych ma osiggnaé cel nadrzedny,
jakim jest opracowanie nowych narzedzi analitycznych do oznaczania zwigzkdéw siarki w nietatwych
analitycznie matrycach prébek. Celami szczegdétowymi sg opracowanie etapu przygotowania probki,

optymalizacja parametréw procesu rozdzielania chromatograficznego, walidacja opracowanych
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procedur oraz ich zastosowanie w analizie prébek rzeczywistych. Moge z petnym przekonaniem

stwierdzié, ze wszystkie cele szczegdtowe, a co za tym idzie i cel gtdwny, zostaty zrealizowane.

Praca zostata przedstawiona w postaci cyklu czterech publikacji, wyczerpujgcego opisu
towarzyszgcego oraz maszynopiséw dwédch prac jeszcze nieopublikowanych. Przedstawione w cyklu
prace sg tréjautorskie, jedna z nich jest czteroautorska, w kazdej pracy Doktorantka jest pierwsza
autorka. Oswiadczenia zataczone na konicu rozprawy wskazujg na znaczacy wktad Doktorantki w
badania naukowe, bedgce podstawg powstatych prac. Istotny udziat Doktorantki w przedstawionych

pracach jest wiec bezdyskusyjny.

Praca [D1] stanowi przeglad literatury. Doktorantka podsumowuje chemizm tiazynowych
pochodnych aldehydéw i cysteiny, duzo uwagi skupia réwniez na procedurach analitycznych.
Podkresla znaczenie wybranych zwigzkéw jako markeréw choréb. Dokonanie takiego podsumowania

wiedzy przed przystgpieniem do wtasciwych prac badawczych uwazam za zasadne.

Praca [D2] to réwniez podsumowanie dotyczgce znaczenia superowocdw oraz technik oznaczania
zwigzkow biologicznie aktywnych w tego typu prébkach. Mam zastrzezenie do uzytego stowa
,antyoksydanty”, zamiast ktérego powinno by¢ uzyte wiasciwe dla jezyka polskiego stowo
,przeciwutleniacze”. Uwazam réwniez za nieuzasadnione méwienie o ekstrakcji w uktadzie ciecz-

ciecz w przypadku przygotowania prébek owocow.

Doktorantka opracowata réwniez procedure oznaczania HPPTCA w probkach osocza krwi [D3].
Bardzo istotnym jest fakt, ze do tej pory w literaturze opublikowane zostaty jedynie dwie procedury.
Procedura charakteryzuje sie podobnymi parametrami metrologicznymi co dwie wczesniej
opracowane i opublikowane. Znaczacym ulepszeniem jest natomiast skrdcenie czasu analizy do ~25
minut, w porédwnaniu do ~160 i ~345 minut wczesniejszych procedur. Inng mocng strong jest
nieskomplikowany etap przygotowania proébki, ktéry opiera sie o ekstrakcje z uzyciem niewielkiej
objetosci acetonitrylu, usuniecie biatek oraz rozciernczenie prébki. Kolejng zaletg jest krétki czas
analizy chromatograficznej, co wptywa na potencjalnie wysoky przepustowos¢ opracowanej
procedury analitycznej. Waznym aspektem jest brak etapu upochadniania, co ogranicza liczbe
operacji przygotowania prébki, a takze na oceniong przy pomocy narzedzia AGREE zielonosc
opracowane]j procedury. Zastosowanie 4-DPD jako wzorca wewnetrznego pozwolito na ograniczenie

efektdw matrycowych. Doktorantka nie do korica natomiast wyjasnia w jaki sposéb dokonata doboru
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tego zwiqgzku jako wzorca. Wedtug niektorych doniesien literaturowych zwigzek ten wystepuje w

osoczu krwi (np. 10.1016/50009-8981(98)00173-9).

Kolejnym zagadnieniem badawczym, ktérym zajeta sie Doktorantka jest opracowanie procedury
analitycznej do oznaczania tiolaktonu homocysteiny w prébkach moczu ludzkiego z zastosowaniem
HPLC-UV [D4]. Znaczgcym elementem nowosci naukowej jest zastosowanie spektrofotometrycznego
detektora, ktéry zazwyczaj jest znacznie tatwiej dostepny w laboratoriach analitycznych, zwtaszcza
zajmujacymi sie rutynowga analiza, niz spektrometr mas. Waznym elementem pracy jest dobranie
odpowiedniego odczynnika upochadniajagcego — bromku 1-benzylo-2chloropirydyniowego, w celu
obnizenia granicy wykrywalnos$ci. Po opracowaniu koncepcji, Doktorantka procedure poddata
procesowi doboru optymalnych parametréw, poddafta walidacji, ocenie zielonosci oraz poddata
analizie serie prébek rzeczywistych. Opracowana procedura charakteryzuje sie zminiaturyzowanym
przygotowaniem prébki, krétkg analizg chromatograficzng a co za tym idzie zostata okreslona jako
raczej zielona. Na etapie ekstrakcji Doktorantka wykorzystuje chloroform, w jaki sposéb zostat on
dobrany? Czy mozna zastosowan bardziej zielony zamiennik? Oznaczone stezenie HTL w osiemnastu
probkach rzeczywistych miesci sie w zakresie 0,037 — 0,69 umol/L. Jak ten zakres wartosci sie ma do
wyznaczonego LOQ? Ponadto, jesli w tabeli 3 przedstawiono wartosci srednie oznaczeri HTL dla trzech
powtdrzen, to wartos¢ srednia stezenia powinna zostac¢ uzupetniona o niepewnosc¢. Czy uprawniony

jest zapis stezenia jako 0,00 umol/mol?

Doktorantka opracowata réwniez procedury analityczne, oparte o technike HPLC-UV stuzgce do
oznaczania form zredukowanych oraz catkowitej zawartosci tioli w probkach owocéw jagodowych.
Praca stanowi materiat jeszcze nieopublikowany [D5]. Opracowanie tych dwdch komplementarnych
procedur jest bez watpienia nowoscig naukowa, wartoscia jest zastosowanie detekgji
spektrofotometrycznej. Etap przygotowania prébki nie jest szczegdlnie skomplikowany. Pewng
trudnos$¢ w interpretacji uzyskanych wynikéw stwarza niekonsekwentne stosowanie jednostek.
Wartosé LOQ wyrazona jest w umol/mol (mol superowocu?), natomiast wartosci oznaczen tioli w
probkach rzeczywistych wyrazono w ug/g probki owocu jagodowego. W opisie towarzyszacym
opisowi zostat umieszczony niefortunny termin ,catkowita zawartos¢ wybranych tioli”. Zastanawiam
sie nad efektem matrycowym, zwigzanym z analizq réznych jagdd. Czy Doktorantka jest w stanie
znalez¢ wyttumaczenie zaleznosci pomiedzy skfadem matrycy probki a wielkosciq efektow
matrycowych? Dla jakiej matrycy wyznaczono parametry walidacyjne, przedstawione w tabelach 1

oraz 2?
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Doktorantka opracowata tez procedure, stuzgcg do oznaczania tioli w préobkach owocéw jagodowych,
z zastosowaniem techniki chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowag spektrometrig mas [D6].
Ta procedura jest rowniez dedykowana do oznaczania zredukowanych form oraz catkowitej
zawartosci tioli. Praca stanowi materiat poddawany procesowi redakcyjnemu [D6]. Przygotowanie
prébki jest podobne jak w pracy [D5], natomiast na etapie oznaczania koncowego Doktorantka
zdecydowata sie zastosowal technike HPLC-ESI-MS/MS. Jest to pierwsza opracowana procedura
analityczna, oparta o te technike, do oznaczania tioli. Zastosowanie detekcji MS pozwolito na znaczne
obnizenie wartosci granic oznaczalnosci w stosunku do podejscia prezentowanego w pracy [D5].
Zastanawiajgcym jest dlaczego wartosci granic oznaczalnosci wyrazone zostaty w mol/L. Doktorantka
powinna zwrdci¢ réwniez uwage na zapis wynikdw oznaczen tioli w prébkach rzeczywistych, w

szczegodlnosci na ilos¢ cyfr znaczacych w wartosciach odchylenia standardowego.

Kwestiq do przedyskutowania jest stosowanie przez Doktorantke terminu ,,catkowita zawartosc¢ tioli”.
Catkowitg zawartos¢ wegla (parametr ogdiny wegiel organiczny) czy zawartos¢ chlorowca oznacza sie
poprzez mineralizacje i oznaczenie zawartosci odpowiedniego pierwiastka. Natomiast w podejsciu
zaproponowanym przez Doktorantke wyznaczane sq stezenia poszczegdlnych zwigzkdw z grupy tioli.

Czy nie bardzie poprawne bytoby stwierdzenie ,,0znaczanie zawartosci zwigzkdw z grupy tioli”?

Temat pracy rowniez wydaje sie by¢ nie catkiem poprawny nomenklaturowo. Sprzega sie dwie
techniki, z ktérych kazda oferuje mozliwos¢ identyfikacji zwigzkéw chemicznych. Poprawnym zatem
jest zwrot ,chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas”, natomiast w przypadku
detekcji UV takie sformutowanie nie jest poprawne, gdyz detektor UV takiej mozliwosci nie posiada.
Zatem stwierdzenie o sprzezeniu HPLC z réznymi trybami detekcji, jakie stosowafa Doktorantka, jest

niepoprawne.

Przewodnik po publikacjach zostat napisany poprawnym, przystepnym i jednoczesnie naukowym
jezykiem. Nasuwajg sie jednak pewne uwagi jezykowe, ktére mogg sie okazaé pomocne przy

przygotowaniu kolejnych opracowan:
- zamiast ,,substancje interferujgce” powinno by¢ ,substancje przeszkadzajace”,

- zamiast ,herbicydy i pestycydy” powinno by¢ ,pestycydy”, gdyz herbicydy naleza do grupy

pestycydow,

- zamiast ,,zatezanie préobek” powinno by¢ ,,wzbogacanie analitéw w prébce”,
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- zamiast ,tiole catkowite” powinno by¢ , catkowita zawartos¢ tioli” (w niektérym miejscach w pracy

stosowany termin poprawny),

- zamiast ,,wiarygodne metody oznaczania” powinno by¢ ,miarodajne metody oznaczania”,
- zamiast ,, oznaczany analit” powinno by¢ ,,analit” lub , 0znaczany zwigzek”,

- zamiast ,,Srodowisko naturalne” powinno by¢ ,$Srodowisko”,

Zawarte w tekscie recenzji komentarze i zapytania, jak i uwagi jezykowe majg charakter pomniejszy i
nie wptywajg znaczaco na mojg pozytywng ocene pracy. Doktorantka sformutowata naukowy i
ambitny problem badawczy, dobrata odpowiednie narzedzia do jego rozwigzania i w sposdb
poprawny osiggneta postawione cele badawcze. Praca doktorska Pani mgr Marty Gawet wykazuje
elementy nowosci i oryginalnosci naukowe]. Rozprawa spetnia wymogi stawiane tego typu pracom,
okreslone w art. 183 Ustawy Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce z 2018 roku. Dlatego tez z
petnym przekonaniem wnosze od Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne Uniwersytetu tdédzkiego o

dopuszczenie mgr Marty Gawet do publicznej obrony rozprawy doktorskie;j.
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